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La presente invention est relative a 1' utilisation de prolines 
gpl20 et gpl60 modifiees dans la boucle V3 du VIH-1 pour la preparation de 
compositions vaccinates et ainsi qu'& des formulations les contenant, aptes k pro- 
duire une r6ponse immunitaire humorale, cellulaire et mucosale. 
5 Le virus de Timmunodeficience humaine de type 1 (VIH-1) est 

l'agent etiologique du SIDA. Le VIH-1 induit une infection persistante chez 
l'humain, qui entraine une immunodeficience severe. L'enveloppe du VIH est 
composee de deux glycoproteins, la gpl20 et la gp41, qui d6rivent d'un pr6cur- 
seur, la gpl60, par clivage proteolytique. Cinq regions conserves, CI k C5 et cinq 

10 regions variables, VI k V5, ont 6t6 mises en Evidence au sein de la glycoprot&ine 
de l'enveloppe. Trois regions fonctionnelles jouent un r6le essentiel dans les 
premieres etapes de I'infection et ont et6 identifies : le site de liaison au CD4 
(dans la region C4), la region V3, essentielle k l'infectivite et finalement une 
region tr&s hydrophobe, situee k Textr^mite N-terminale de la gp41, qui participe 

15 k la fusion entre la membrane de la cellule cible et l'enveloppe virale. La boucle 
V3 est hypervariable, immunodominante et correspond au determinant principal 
inducteur d' anticorps neutralisants (PND). 

II est g6n6ralement admis que les anticorps neutralisants jouent 
un r61e important dans la protection contre I'infection virale (1, 2). 

20 Cependant, dans le cas du virus de rimmunod6ficience humaine 

de type 1 (VIH-1), les anticorps neutralisants qui se developpent k un stade pr§- 
coce de I'infection, n'empfichent pas la progression de la maladie. 

En effet, chez les personnes infect6es, les anticorps neutralisants, 
lorsqu'ils existent, presentent un spectre de neutralisation tr^s 6troit et souvent 

25 ne neutralisent pas la/ les souches qui infectent le patient (3, 4). De la m&me 
fagon, les anticorps neutralisants induits par la vaccination avec la gpl60/120 en 
solution sont g6n6ralement specifiques de la souche utilis6e pour la preparation 
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vaccinale et sont diriges contre un ou des determinants dans la boucle V3 de la 
gpl20 (5). 

Bien que la boucle V3 soit hypervariable, un tetrapeptide, Gly- 
Pro-Gly-Arg (GPGR), situ6 au sommet de la boucle ainsi que deux cysteines k sa 
5 base sont presents chez presque la totality des isolats connus de VIH-1, ce qui 
indique que cette sequence est essentielle k une 6tape du cycle vital du virus (6). 

Les rdles de la boucle V3 (tropisrne cellulaire, infectivite, induc- 
tion d'anticorps neutralisants de spectre restreint et rdle dans la pathogen6se) ont 
6t6 mis en Evidence (6). 

10 Les Inventeurs ont modifi6 le g£ne env du VIH-1 en effectuant 

des d616tions 6liminant ou r6duisant les Epitopes hypervariables de la boucle V3. 
Les r^sultats, obtenus avec une d616tion partielle dans la boucle V3 de la gpl60, 
en respectant la couronne de la boucle V3, c'est-a-dire la sequence GPGRAF ainsi 
que les deux cysteines k sa base, montrent que la prot6ine modifi6e AV3- 

15 GPGRAF est exprimee au m&me titre que la proteine non modifi6e et qu'elle 
teagit avec un s6rum de reference humain anti-VIH, k un niveau similaire kla 
gpl60 recombinante non modifiee (7). 

Une proteine, dans laquelle la boucle V3 est complement dele- 
tee, a egalement ete produite ; il s'agit de la proteine AV3+, qui est 6galement 

20 exprimee et dont la masse moleculaire est compatible avec la deletion. 

L' ensemble de ces elements a conduit les Inventeurs k formuler 
l'hypoth&se que la boucle V3 representerait un leurre pour le systeme immuni- 
taire et que la modification ou 1' elimination de cette boucle pourrait induire un 
changement conformationnel de la molecule, qui se traduirait par 1' induction 

25 d'une activity neutralisante dirig6e contre d'autres Epitopes plus conserves, mais 
qui montrent une faible iiruminog6nicit£ au cours de 1'infection naturelle ou suite 
k une vaccination avec la proteine native. 
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Face k l'epidemie de SIDA, la mise au point d'un vaccin anti- 
SIDA capable d'enrayer la propagation de la maladie est imperative ; en effet, 
reorganisation Mondiale de la Sante estime qu'en 2002, il pourrait y avoir entre 
50 et 75 millions de personnes infect6es par le VIH, dans le monde. 
5 Les Inventeurs se sont, en consequence, donne pour but de pro- 

duire une composition vaccinale, qui reponde mieux aux besoins de la pratique 
en ce qu'elle est apte k induire une reponse immunitaire humorale, cellulaire et 
mucosale presentant un spectre de neutralisation large, du fait de 1' induction 
d'anticorps aptes k neutraliser diff brents types de souches de VIH-1 et notam- 
10 ment aussi bien des souches de labor atoire que des souches cliniques (isolats 
primaires). 

La presente invention a pour objet 1' utilisation d'une proline 
Env recombinante de VIH-1, dans laquelle la boucle V3 est partiellement ou 
completement deietee, pour la preparation d'une composition vaccinale, apte k 
15 induire une immunity a la fois humorale, cellulaire et mucosale vis-^-vis de 
souches diver gentes du VIH-1. 

Les Inventeurs ont maintenant trouve, de maniere surprenante, 
que les proteines, dans lesquelles la boucle V3 est partiellement ou cornpietement 
deietee, sont effectivement aptes k induire une immunite protectrice k large 
20 spectre k la fois humorale (anticorps neutralisants), cellulaire (lymphocytes T 
cytotoxiques) et mucosale (productions d'IgA secretaires neutralisantes). 

On entend par immunite ou reponse immunitaire k large spectre, 
T ensemble des facteurs humor aux et cellulaires qui profegent rorganisme contre 
une infection a VIH-1, conformement k la definition de J.F. Bach (Traite 
25 d'Immunologie, Flammarion, 1993). 

Conformement k ladite utilisation, ladite proteine Env recombi- 
nante est selectionnee dans le groupe constitue par les proteines Env dans 
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lesquelles la boucle V3 est partiellement d616t6e : prolines gpl60 et gpl20 
recombinantes AV3-GPGRAF et les prolines Env dans lesquelles la boucle V3 est 
complement d6l6t6e : prolines Env gpl60 et gpl20 recombinantes AV3+. 

La presente invention a 6galement pour objet une composition 
5 vaccinale, caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- une proline Env recombinante, telle que d6finie ci-dessus, 

- 6ventuellement au moins un compose s61ectionn6 dans le 
groupe constitue par : 

(1) les adjuvants de vaccination s6lectionn6s dans le groupe 
10 constitu6 par des derives comportant des ions divalents ou trivalents : hydroxyde 

d'alumirrium ou phosphate de calcium et les d6riv6s du muramylpeptide et 

(2) des liposomes et 

- 6ventuellement au moins un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable. 

15 Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition 

vaccinale, elle comprend une proline Env recombinante, telle que d6finie ci- 
dessus, ancr6e sur des vesicules lipidiques synth6tiques unilamellaires ou lipo- 
somes (immunosomes) comprenant un rapport molaire phosphatidylcho- 
line:cholest6rol de l'ordre de 8:1 et de taille comprise entre 70 et 150 nm, de 

20 preference 90 nm, tels que decrits dans les brevets US 5,766,625, US 5, 753,258, 
US 5,252,348 et EP 47480. 

Une telle composition vaccinale peut avantageusement §tre 
administr6e soit par voie generate ou syst£mique : voie orale, voie parenterale, 
soit par voie locale (rectale, vaginale, par exemple) ; elle est de preference adrni- 

25 nistr^e par une voie qui implique un contact direct avec une muqueuse, et qui 
permet ainsi d'obtenir une stimulation de la reponse immunitaire mucosale. 



La composition vaccinale selon l'invention peut avantageuse- 
ment etre pr6sent6e sous differentes formulations gal6niques, particuli6rement 
bien adapt6es & la voie d'administration et k 1'effet recherche, k savoir l'obtention 
d'une r6ponse immunitaire humorale, cellulaire et/ou mucosale. 
5 La presente invention a done 6galement poxxr objet une formula- 

tion gal6nique destin^e & une administration or ale, caract6ris6e en ce qu'elle est 
essentiellement constitute par : 

- un noyau constitue par une composition vaccinale, telle que 
definie ci-dessus, incluse dans une gelatine et 

10 - un enrobage s61ectionn6 dans le groupe constitu6 par un poly- 

m6re filmog6ne, soluble ou gonflable dans l'eau et soluble dans les solvants, 
s61ectionn6 dans le groupe constitu6 par les d6riv6s de la cellulose, la polyvinyl- 
pyrrolidone, les esters acryliques et m6thacryliques, des polyethyl^ne-glycols, les 
alcools polyvinyliques, le copolym&re vinylpyrrolidone-acttate de vinyle, le 

15 copolym^re vinylpyrrolidone-alcool polyvinylique et des matferes prot6iques 
telles que la z6ine ou la gliadine. 

De preference, ledit agent filmog&ne est selection^ dans le 
groupe constitu6 par les esters et les ethers de cellulose, tels que I'ac6tate de 
cellulose, l'ac6tate phtalate de cellulose, le butyrate de cellulose, l'§thylcellulose 

20 et la methylcellulose. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite formulation, 
ledit polymfere filmogfene est associe k au moins un agent plastifiant, choisi parmi 
la glycerine et ses esters, les poly6thyl6nes glycols de haut poids moleculaire, 
Thuile de ricin, les esters des acides citrique, phtalique, adipique et s6bacique. 

25 Une telle formulation, destinee k une administration orale, pro- 

tege la prot6ine Env recombinante (antigfene) de la degradation par les proteases 
gastriques et du pH acide de l'estomac. L' enrobage se solubilise au pH alcalin de 
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l'intestin ce qui libtre l'antigtne au voisinage des plaques de Peyer, qui sont les 
sites majeurs de l'induction d'une immunity mucosale. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite formu- 
lation, ladite composition vaccinale est constitute par un melange lyophilist 
5 d'immunosomes sur lesquels est ancrte une prottine gpl20/160 et de trehalose. 

Une formulation prtferte destinte k §tre administrte par voie 
orale comprend : 

- un noyau constitut par un melange lyophilist d'immunosomes 
sur lesquels est ancrte une proline gpl20/160 et de trehalose, inclus dans de la 

10 gelatine et 

- un enrobage constitut par un derivt cellulosique, de preference, 
de la cellulose acetate phtalate. 

La prtsente invention a done tgalement pour objet une formula- 
tion gal6nique destinte k une administration locale au niveau d'une muqiieuse 
15 (vaginale ou rectale), caracttriste en ce qu'elle est essentiellement constitute par 
une composition vaccinale, telle que definie ci-dessus, incluse dans de la glyce- 
rine ou un melange k base de glycerol/ glycerine. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite formulation, 
ladite composition vaccinale est constitute par un melange lyophilist 
20 d'immunosomes sur lesquels est ancree une prottine gpl20/160 et de trehalose. 

Outre les dispositions qui prtctdent, 1' invention comprend 
encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui 
se rtftre k des exemples de mise en oeuvre du proctdt objet de la prtsente 
invention. 

25 II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 

uniquement k titre d' illustration de 1' objet de l'invention, dont ils ne constituent 
en aucune mani&re une limitation. 
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Exemple 1 : Preparation de la proteine recombinante envAV3-GPGRAF 
Deletion partielle de la boucle V3 

Le g£ne env du VIH-Ilai est clone dans un systeme baculoviral ; 
les sequences variables de la boucle V3 ont ete elimin6es en introduisant une 
5 modification dans le g£ne env de pNL4-3, ne conservant que les nucleotides 
codant pour l'hexapeptide GPGRAF et les deux cysteines k la base de la boucle. 

Cette modification de la boucle V3 a ete realis^e k l'aide de 4 
oligonucleotides. Ceux-ci ont ete hybrides pour reconstituer la boucle V3 modi- 
fiee et clones directement entre les sites de restriction Asel et Nhel d'un vecteur 
10 intermediate, comportant les 1.035 premiers nucleotides du g£ne env, de faqon k 
ne conserver que le motif GPGRAF et les deux cysteines de la region V3. 

La modification introduite dans le g£ne a ete confirmee par 
s6quen?age de la region V3 et clone dans le vecteur de transfert pBacPAK env, 
precedemment construit (7), afin d'obtenir le vecteur de transfert BacPAK 
15 ent?AV3-GPGRAF. Ce dernier a permis de gen6rer le baculovirus recombinant 
enz>AV3-GPGRAF (7). 

Expression du g£ne env recombinant 

Des cellules d'insectes Sf21 ont ete infectees avec le virus de la 
poly6drie nucleaire de Autographa calif omica (AcNPV), ainsi qu'avec le baculo- 

20 virus recombinant eni;AV3-GPGRAF. Trois k quatre jours post-infection, les 
cellules ont 6te r6coltees, lysees en presence de detergent et analys6es par elec- 
trophor£se sur gel de polyacrylamide k 10 % ainsi que par immuno-einpreinte 
(Western blot). Les r£sultats ont montre que les cellules infectees avec le baculo- 
virus recombinant eni?AV3-GPGRAF expriment une proteine dont la masse mole- 

25 culaire est compatible avec la deletion. Cette proteine est reconnue par un serum 
de reference humain positif pour les antig£nes de HIV-1 (7). 
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Purification de la gpl60 recombinante AV3-GPGRAF 
La gpl60 recombinante EnvAV3-GPGRAF a 6te purifi6e par 
chromatographic sur une colonne de DEAE-cellulose, suivie d'une purification 
sur une colonne de lectine Lens culinaris, k partir de 2 X 10 9 cellules Sf21 infectees 
5 avec le baculovirus recombinant era?AV3-GPGRAF. L'analyse par 61ectrophor6se 
a montr6 que la proteine 6tait pure k plus de 80%. 

Exemple 2 : Preparation d'une formulation galenique selon l'invention. 

a. Preparation d'Immunosomes avec gpl60 recombinante AV3- 

GPGRAF 

10 Les Immunosomes ont et6 pr6par6s par ancrage de la gpl60 

recombinante AV3-GPGRAF sur des liposomes pr6formes, conformement k la 
m^thode decrite dans le brevet EP 47 480. Les Immunosomes- A V3-GPGRAF se 
pr6sentent comme des particules d'environ 90 nm, recouvertes de gpl60-AV3- 
GPGRAR 

15 b. Formulations de la composition obtenue en a. 

Pour les immunisations orales, les immunosomes-AV3-GPGRAF 
sont lyophilis^s en presence de threalose et l'antig^ne est introduit dans une 
capsule de gelatine. La capsule est enrobee d'un melange contenant de la cellu- 
lose acetate phtalate, qui protege l'antig^ne de la degradation par les proteases 

20 gastriques et du pH acide de l'estomac. L'enrobage se solubilise au pH alcalin de 
l'intestin ce qui lib6re l'antig£ne au voisinage des plaques de Peyer, qui sont les 
sites majeurs de 1'induction d'une immurrite mucosale. 

Pour les immunisations par* la voie vaginale ou rectale, l'antig&ne 
est formule dans un melange k base de glycerol/ glycerine, qui est solide a la 

25 temperature ambiante, mais qui fond k la temperature physiologique du corps, 
lib^rant ainsi graduellement l'antig^ne. 



Exemple 3 : Mise en evidence de 1'activite immunogdne et vaccinale d'une 
formulation selon l'exemple 2. 

Protocole d'immunisation de souris C57/BL 

Dans ce protocole d'hyperimmunisation, 12 souris ont xequ 
quatre injections d'Immunosomes contenant 25 jig de gpl60-AV3-GPGRAF, par 
la voie intrap6riton6ale k trois semaines d'intervalle, suivis d'un rappel par la 
voie intraveineuse. Aucun adjuvant n'a 6t6 utilise. Six souris temoins ont ete 
soumises au mSme protocole en utilisant du PBS. 

Evaluation de la reponse immunitaire par ELISA contre les 
souches LAI, IIIB, MN, et RF 

Deux semaines apr6s le rappel par la voie intra-veineuse, les 
souris ont et6 saignees par une ponction intra-cardiaque et les serums ont ete 
6valu6s pour la presence d'anticorps IgM, IgG et IgA, reagissant avec les souches 
LAI, IIIB,MN,et RF. 

Toutes les souris ont developp6 des titres d'anticorps de type IgG 
tr6s 6lev6s contre chacune des quatre souches test6es, se situant entre 1/65.536 & 
1/524.288. Les Tableaux I, II, III et IV, montrent que les souris ont egalement 
d^veloppe des anticorps des trois isotypes contre quatre souches de laboratoire 
test6es. 



TABLEAU I 

Reponse immune humorale de souris immunisees avec une composition gpl60 



AV3-GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en ELISA des anticorps 








diriges 


contre la souche LAI 


Souris 


Immunisations 


Antig&ne 


IgM 


IgG 


IgA 


1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 Mg) 


1/0 HAQ. 

1/ z u*to 


1 /OAO 1/1/1 
1 / ZOZ X £ ± £ ± 


1/ ZOO 


2 


idem 


idem 


i/i no a 

1/1 UZ*fc 


1 /0A0 1AA 
1 / ZOZ l^fcft 


1/ ZOO 


3 


idem 


idem 


I/O 

1 / Z u*to 


1/ 3Z*t ZOO 


X / DLz. 


4 


idem 


idem 


1/ OIZ 


1/131 072 


1/256 


5 


idem 


idem 


1 /I 024 

x f x yj^rx 


1/131 072 


1/128 


6 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/1 024 


1/262 144 


1/256 


8 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/128 


9 


idem 


idem 


1/4 096 


1/524 288 


1/1024 


10 


idem 


idem 


1/4 096 


1/524 288 


1/1024 


11 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/256 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 
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TABLEAU II 

Reponse immune humorale de souris immunisees avec une composition gpl60 
AV3-GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en ELISA des anticorps 








diriges contre la souche IIIB 


Souris 


Immunisations 


Antigone 


IgM 


IgG 


IgA 


1 


CTY 




1/2 048 


1/262 144 


1/256 


Z 


idem 


iUClll 


1/1 024 


1/ZbZ 144 


1/256 


n 
O 


idem 


1U.C1J.L 


1 / f\A O 

1/2 048 


i/ZoZ 144 


1/512 


A 

4 


idem 


lHpm 




1/131 072 




D 


idem 




1/1 024 


1/131 072 


1/128 






idem 


1/2 048 


1/131 072 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/1 024 


1/262 144 


1/256 


8 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/128 


9 


idem 


idem 


1/4 096 


1/131 072 


1/1024 


10 


idem 


idem 


1/4 096 


1/131 072 


1/1024 


11 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/2 048 


1/131 072 


1/256 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 
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TABLEAU III 

Reponse immune humorale de souris immunisees avec une composition gpl60 
AV3-GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en ELISA des anticorps 








diriges contre la souche MN 


Souris 


Immunisations 


Antigdne 






Trr A 


1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 jtig) 


1/9 OAft 


1 ft vi (Y7n 
1/ 1.51 U/Z 


1/ IDO 


2 


idem 


idem 


1/1 Cll/L 
1/1 UZ*fc 


1/ 1.31 U/Z 


1/ ZOO 


3 


idem 


idem 


1/2 048 




i. / ^ iz- 


4 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/256 


5 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/128 


6 


idem 


idem 


1/2 048 


1/65 536 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/1 024 


1/131 072 


1/256 


8 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/128 


9 


idem 


idem 


1/4 096 


1/131 072 


1/1024 


10 


idem 


idem 


1/4 096 


1/131 072 


1/1024 


11 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/2 048 


1/131 072 


1/256 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 
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TABLEAU IV 

Reponse immune humorale de souris immunisees avec une composition gpl60 
AV3-GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en ELISA des anticorps 








diriges contre la souche RF 


Souris 


Immunisations 


Antigene 


IgM 


IgG 




1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 jig) 


1/1 024 


1/131 072 


1/128 


2 


idem 


idem 


1/1 024 


1/131 072 


1/128 


3 


idem 


idem 


1/2 048 


1/131 072 


1/256 


4 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/128 


5 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/64 


6 


idem 


idem 


1/2 048 


1/65 536 


1/126 


7 


idem 


idem 


1/1 024 


1/131 072 


1/126 


8 


idem 


idem 


1/1 024 


1/65 536 


1/64 


9 


idem 


idem 


1/1 024 


1/131 072 


1/256 


10 


idem 


idem 


1/2 048 


1/131 072 


1/256 


11 


idem 


idem 


1/2 048 


1/262 144 


1/128 


12 


idem 


idem 


1/1 024 


1/131 072 


1/128 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 



Determination de la presence d'anticorps capables de neutrali- 
ser l'inf ectivite de souches de laboratoire diff erentes 

Les serums des souris immunisees avec l'lmmunosome gpl60- 
AV3-GPGRAF ont ensuite et6 evalues pour leur potentiel de neutraliser 
10 l'infectivite des souches LAI, IIIB, MN, RF LAV 43.01 et B AL. Les essais de neu- 
tralisation ont et£ effectu6s en utilisant des cellules CEM. Toutes les souris ont 
d^veloppe des anticorps neutralisants allant de 1/1.024 k 1/126, comme illustr^ 
aux Tableaux V et VI. 
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TABLEAU V 

Titre en anticorps neutralisants diriges contre des souches divergentes de 
VIH-1 chez des souris immunisees avec la composition vaccinale gpl60 AV3- 
GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en anticorps neutrali- 








sants contre 100 TCID50 de : 


Souris 


Immunisations 


Antigene 


LAI 


iiib 


RF 


1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 ug) 


1/256 


1/256 


1/256 


2 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/256 


3 


idem 


idem 


1/512 


1/256 


1/512 


4 


idem 


idem 


1/256 


1/128 


1/256 


5 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/128 


6 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/1 024 


1/256 


1/256 


8 


idem 


idem 


1/64 


1/32 


1/128 


9 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/1024 


10 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/1024 


11 


idem 


idem 


1/512 


1/512 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/256 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


. <l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 
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TABLEAU VI 

Titre en anticorps neutralisants diriges contre des souches divergentes de 
VIH-1 chez des souris immunisees avec la composition vaccinale gpl60 AV3- 
GPGRAF ancree dans un immunosome 



5 









Titre en anticorps neutrali- 








sants contre 100 TCIDso de : 


Souris 


Immunisations 


Antigene 


T A V A ^ fXt 


TV/fTVT 
IV1XN 


HAT 


1 


SIX 


IMS- AGPG RAF (25 *ig) 






1 /1 0f\ 


2 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/64 


3 


idem 


idem 


1/1024 


1/256 


1/256 


4 


idem 


idem 


1/256 


1/128 


1/126 


5 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/128 


6 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/1024 


1/256 


1/256 


8 


idem 


idem 


1/32 


1/32 


1/64 


9 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/256 


10 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/126 


11 


idem 


idem 


1/1024 


1/512 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/126 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 



Evaluation du pouvoir neutralisant des serums contre six 
isolats primaires. 

Finalement, le pouvoir neutralisant des serums de souris a 6te 
10 determine contre six isolats primaires : 03908, 65869, 65965, 65870, 65871 et 3929, 
gen6r6s & partir de co-culture de lymphocytes de patients k diff6rents stades de la 
maladie, avec des lymphocytes de donneurs seronegatifs. Les essais de neutrali- 
sation ont 6t6 effectues en utilisant des PBL non-stimul6s. Toutes les souris ont 
developp6 des anticorps capables de neutraliser l'infectivite d'isolats primaires. 
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A titre d'exemple, voir les tableaux VII et VIII. Les titres 6taient g&neralement tr6s 
6lev6s, se situant entre 1/512 et 1/256 centre cinq des six isolats primaires testes. 
L'isolat 65869 s'est montre plus resistant k la neutralisation. Les titres 6taient de 
1/64 et de 1/32 et < 1/32 dans quatre des s6rurns. Cet isolat venait d'un patient 
en phase terminale de la maladie et le virus a induit de gigantesques syncytia 
dans les cultures cellulaires. 

TABLEAU VII 

Titre en anticorps neutralisants diriges contre des souches divergentes de 
VIH-1 chez des souris imnvunisees avec la composition vaccinale gpl60 AV3- 
GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en anticorps neutrali- 








sants contre 100 TCID50 de : 


Souris 


Immunisations 


Antigene 


# 03908 


# 65869 


# 65965 


1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 fig) 


1/126 


<l/32 


1/64 


2 


idem 


idem 


1/64 


1/32 


1/126 


3 


idem 


idem 


1/256 


1/32 


1/126 


4 


idem 


idem 


1/126 


<l/32 


1/256 


5 


idem 


idem 


1/256 


1/64 


1/126 


6 


idem 


idem 


1/512 


1/32 


1/512 


7 


idem 


idem 


1/256 


1/64 


1/256 


8 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


9 


idem 


idem 


1/512 


<l/32 


1/256 


10 


idem 


idem 


1/256 


1/32 


1/126 


11 


idem 


idem 


1/512 


1/32 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/256 


1/32 


1/126 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 
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TABLEAU VIII 

Titre en anticorps neutralisants diriges contre des souches divergentes de 
VIH-1 chez des souris immunisees avec la composition vaccinale gpl60 AV3 
GPGRAF ancree dans un immunosome 









Titre en anticorps neutrali- 








sants contre 100 TCIDso de : 


Souris 


Immunisations 


Antifr&ne 


# o5o/u 


# 65871 


XL M/VAA 

# 3929 


1 


SIX 


IMS-AGPGRAF (25 jug) 


1 1 fsA. 
1/ Ot 


1 /l OA 
1/ 1ZD 


X/ Oft 


2 


idem 


idem 


1/126 


1/126 


1/126 


3 


idem 


idem 


1/126 


1/256 


1/256 


4 


idem 


idem 


1/256 


1/128 


1/126 


5 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/126 


6 


idem 


idem 


1/256 


1/64 


1/256 


7 


idem 


idem 


1/126 


1/256 


1/256 


8 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


9 


idem 


idem 


1/256 


1/256 


1/256 


10 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/126 


11 


idem 


idem 


1/512 


1/512 


1/256 


12 


idem 


idem 


1/256 


1/126 


1/126 


13 


SIX 


PBS 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


14 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


15 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


16 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


17 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 


18 


idem 


idem 


<l/32 


<l/32 


<l/32 



Ces r6sultats montrent que la deletion partielle de la boucle V3, 
en conservant la sequence conserve, GPGRAF, favorise 1'induction d' anticorps 
de large spectre, capables de neutraliser diff ^rentes souches de laboratoire, mais 
aussi diff6rents isolats primaires. 

Des r^sultats analogues sont obtenus avec la proline qui 
contient une delation totale de la boucle V3. 



18 

REFERENCES 

(1) Emini, E/ Schleif W., Numberg, J. et al 1992. Prevention of HIV-1 infec- 
tion in chimpanzees by gpl20 V3 domain-specific monoclonal antibody. 
Nature 355:728-30. 

5 (2) Girard, M.P., Kieny, M.,Pinter, A., et al 1991. Immunization of 
chimpanzees confers protection against challengge with human immuno- 
deficiency virus.Proc. Nat. Acad. Sci.. USA 88:542-46. 
(3) Nara P.L. Garrity R.R. Goudsmit J. et al . 1991. Neutralization of HIV-1: a 
paradox of humoral proportion. FASEB J. 5:2437-55. 
10 (4) Palker TJ., Claar, M.E., Langlois AJ. et al 1988. Type-specific 
neutralization of the human immunodeficiency virus with antibodies to 
env-coded peptides. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85:1932-6. 

(5) Javaherian K., Langlois J., McDonald C., et al 1989. Principal 
neutralization domain of the human immunodeficiency virus type 1 

15 envelope protein. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:6768-72. 

(6) Lucinda A., Dubay J.W., Morris J.F. et al 1992. V3 loop region of the HIV- 
1 gpl20 envelope protein is essential for virus infectivity. Virology 
187:423-32. 

(7) Lavall6e Claude, and Lise Thibiodeau (1996) Clonage, expression et 
20 caract6risation de gpl60 du VIH-1, portant des delations partielles ou 

totales dans la boucle V3. 1996. C.R. Acad. Sci. Paris, 319:983-990. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite 
nullement & ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et d' application 
qui viennent d'etre d6crits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire 
25 toutes les variantes qui peuvent venir k l'esprit du technicien en la mati&re, sans 
s'6carter du cadre, ni de la portee, de la pr6sente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Utilisation d'une proline Env recombinante de VIH-1, dans 
laquelle la boucle V3 est partiellement ou complement detet^e, pour la prepa- 
ration d'une composition vaccinate, apte k induire une immunity k la fois humo- 
5 rale, cellulaire et mucosale vis-^-vis du VIH-1. 

2°) Utilisation d'une proteine selon la revendication 1, caracteri- 
see en ce qu'elle est selectionnee dans le groupe constitu6 par les proteines Env 
gpl60 et gp!20 recombinantes dans lesquelles la boucle V3 est partiellement 
d6l6t6e et les proteines Env gpl60 et gpl20 recombinantes dans lesquelles la 
10 boucle V3 est complement d6l6t6e. 

3°) Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- une proteine Env recombinante selon la revendication 1 ou la 

revendication 2, 

- eventuellement au moins un compost s6lectionn£ dans le 
15 groupe constitue par : 

(1) les adjuvants de vaccination s6lectionn6s dans le groupe 
constitu6 par des derives comportant des ions divalents ou trivalents : hydroxyde 
d' aluminium ou phosphate de calcium et les derives du muramylpeptide et 

(2) des liposomes et 

20 - eventuellement au moins un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable. 

4°) Composition selon la revendication 3, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une proline Env recombinante, selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, ancr£e sur des vesicules lipidiques synthetiques unilamellaires 
25 comprenant un rapport molaire phosphatidylcholine:cholest6rol de l'ordre de 8:1 
et de taille comprise entre 70 et 150 nm, de preference 90 nm. 
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5°) Composition selon la revendication 3 ou la revendication 4, 
caracteriste en ce qu'elle peut avantageusement §tre administree par voie gene- 
rate ou voie locale. 

6°) Formulation galenique destinee k une adininistration orale, 
5 caracterisee en ce qu'elle est essentiellement constitute par : 

- un noyau constitue par une composition vaccinale, selon la 
revendication 3 ou la revendication 4, incluse dans une gelatine et 

- un ertrobage selectionne dans le groupe constitue par un poly- 
mtre filmogtne, soluble ou gonflable dans l'eau et soluble dans les solvants, 

10 selectionnt dans le groupe constitut par les derives de la cellulose, la polyvinyl- 
pyrrolidone, les esters acryliques et mtthacryliques, des polyethyltne-glycols, les 
alcools polyvinyliques, le copolyrntre vinylpyrrolidone-acttate de vinyle, le 
copolym&re vinylpyrrolidone-alcool polyvinylique et des mati&res proteiques 
telles que la zeine ou la gliadine. 

15 7°) Formulation selon la revendication 6, caracttrisee en ce que 

ledit agent filmogtne est selectionnt dans le groupe constitue par les esters et les 
ethers de cellulose, tels que 1' acetate de cellulose, 1' acetate phtalate de cellulose, le 
butyrate de cellulose, l'ethylcellulose et la methylcellulose. 

8°) Formulation selon la revendication 7, caracterisee en ce que 

20 ledit polymtre filmog&ne est associe k au moins un agent plastif iant, choisi parmi 
la glycerine et ses esters, les polyethyltnes glycols de haut poids moltculaire, 
Thuile de ricin, les esters des acides citrique, phtalique, adipique et stbacique. 

9°) Formulation selon Tune quelconque des revendications 6 a 8, 
caracterisee en ce que la composition vaccinale est constitute par tin mtlange 

25 lyophilist d'immunosomes sur lesquels est ancrte une prottine gpl20/160 et de 
trehalose. 
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10°) Formulation selon Tune quelconque des revendications 6 k 
9, caract£ris§e en ce qu'elle comprend : 

- un noyau constitut par un melange lyophilist d'immunosomes 
sur lesquels est ancrte une proline gpl20/160 et de trehalose, inclus dans de la 
gelatine et 

- un enrobage constitut par un dtrivt cellulosique, de preference, 
de la cellulose acetate phtalate. 

11°) Formulation galenique destinee k une administration locale 
au niveau d'une muqueuse, caracttrisee en ce qu'elle est essentiellement consti- 
tute par une composition vaccinale, selon la revendication 3 ou la revendication 
4, incluse dans de la glycerine ou un melange k base de glycerol/ glycerine. 

12°) Formulation selon la revendication 11, caracttriste en ce que 
ladite composition vaccinale est constitute par un mtlange lyophilise 
d'immunosomes sur lesquels est ancrte une proteine gp!20/160 et de trehalose. 
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